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Hintergrund der Erf indung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Analyse von methyl ier ten Cytosinpositionen in DNA. 5- 
Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt eine 
wichtige biologische Rolle, u.a. bei der 

Transkriptionsregulation, beim genetischen Imprinting und 
in der Tumorgenese (zur ttbersicht: Millar et al . : Five 
not four: History and significance of the fifth base. ln : 
The Epigenome, S. Beck and A. Olek (eds.), Wiley-VCH 
Verlag Weinheim 2003, S, 3-20)\ Die Identif izierung von 
5-Methyl cytosin als Bestandteil genetischer Information 
ist daher von erheblichen Interesse . Ein Nachweis der 
Methylierung ist allerdings schwierig, da Cytosin und 5- 
Methylcytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten 
aufweisen. Viele der herk5mmlichen, auf Hybridisierung 
beruhenden Nachweisverf ahren vermogen daher nicht 
zwischen Cytosin und Methylcytosin zu unterscheiden* 
Zudem geht die Methylierungsinf ormation bei einer PCR- 
Ainplif ikation vollst&ndig verloren. 

j 

Die . herkommlichen Methoden zur Methylierungsanalyse 
arbeiten im wesentlichen nach zwei unterschiedlichen 
Prinzipien. Zum einen werden methylierungsspezif ische 
Restriktionsenzyme benutzt, zum anderen erfolgt eine 
selektive chemische Umwandlung von nicht-methylierten 
Cytosinen in Uracil (sog. : Bisulf it-Behandlung, siehe 
etwa.: DE 101 54 317 Al; DE 100 29 915 Al) . Da die 
B ehandlung mi t me thy 1 i erungs spe z i f i s chen 

Restriktionsenzymen durch die Sequenzspezif itat der 
Enzyme auf bestimmte Sequenzen beschrankt ist, wird fur 



Epigonomlcs AG: verfahren zur Analyst von Cytosinmothyliorungon - 23.3,2004 

3 

die . meisten Anwendungen eine Bisulf it-Behandlung 
durchgefiihrt (zur Obersicht DE 100 29 915 Al S.2, Zeilen 
35-46) , Die chemisch vorbehandelte DNA wird dann meist 
amplifiziert und kann auf unterschiedliche Weise 
analysiert werden (zur Ubersicht: WO 02/072880 S. 1 ff; 
Fraga and Es teller; DNA Methylation: A Profile of Methods 
and Applications. Bio techniques 33:632-649, Sept. 2002), 
Eine selektive Amplif ikation nur der methylierten (bzw. 
bei umgekehrten Ansatz: unmethylierten) DNA kann ttber die 
Verwendung methyl ierungsspezif is cher Primer oder Blocker 
erfolgen (sog. methyl ierungs sensitive PCR/MSP bzw. Heavy 
Methyl-Verfahren, vgl.: Herman et al . : Methylation- 
specific PCR: a novel PCR assay for methylation status of 
CpG islands. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 Sep 
3;93.(18) :9821-6; Cottrell et al . : A real-time PCR assay 
for DNA-methylation using methylation-specif ic blockers. 
Nucl. Acids. Res. 2004 32: elO) . Die Detektion der 
Ampiifikate geschieht uber unterschiedliche Verfahren, 
etwa tiber Gelelektrophorese, Chromatographie, 

Massenspektrometrie, Hybridisierung an Ol igomer- Arrays , 
Secjuenzierung, Primer-Extension oder Real -Time- PCR- 
Varianten (vgl. Fraga and Esteller 2002 , a. a . o . ) ♦ 

Itn folgenden ist ein neues Verfahren zur 
Methyl ierungs analyse beschri eben. Dabei wird die chemisch 
umgewandelte DNA zun&chst in RNA tfberfuhrt. Die RNA kann 
dann* \iber unterschiedliche Wege untersucht werden. Die 
Analyse von RNA ist unter bestimmten Urns t and en 
vorteilhafter als die von DNA. Die RNA ist etwa ftir eine 
massenspektrometrische Analyse besser geeignet als DNA So 
stabilisiert die 2'OH-Gruppe des Ribose-Rings die N- 
glykosidische Bindung zwischen Nukleinbase und Ribose. 
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Die bei einer massenspektrometrischen Analyse typische 
Depurini erung wird so verhindert. Dadurch ist RNA far 
diese Art der Analyse besser als DNA geeignet (vgl.: 
Kirpekar et al . r Matrix assisted laser 

desorption/ionization mass spectrometry of enzymatically 
synthesized RNA up to 150 kDa. Nucl . Acids. Res. 1994 22: 
3866-3870; Nordhoff et al . : Ion stability of nucleic 
acids in infrared matrix-assisted laser 

desorption/ionization mass spectrometry; Nucl . Acids. 
Res. 1993 21: 3347-3357). Zudem erleichtert die 
Einzelstrangigkeit der RNA einen Nachweis ufoer 
Hybrid! si erung. Ein grower Vorteil einer Analyse von RNA 
besteht darin, dass die RNA chemisch oder enzymatisch so 
fragmentiert werden kann, dass das Fragnientierungsmuster 
abh&ngig von dem Methylierungsstatus der DNA ist. Die 
Fragmente k6nnen dann u.a: chromatographisch oder 
massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Mit diesem 
Verfahren ist es mSglich, detaillierte 

Methylierungsmuster innerhalb einer CpG-Insel in einem 
Allel auf zuklSren. Die gangigen Verfahren zur 
methylierungsspezif ischen Detektion sind. kaum in der 
Lage r die Methylierungszust&nde mehrerer 

Cytosinpositionen gleichzeitig zu erfassen. Lediglich 
Bisulfit- Sequenzierungsverfahren erlauben den Nachweis 
individueller Cytosinmethylierungen. Die Bisulfit- 
Sequenzierung hat jedoch den Nachteil, dass Positionen in 
unmittelbarer Nahe des Sequenzierprimers nur schwer 
nachgewiesen werden koxinen. Das gleiche gilt fur 
Positionen, die vom Sequenzierstart weit entfernt sind. 
Zudem ist das erf indungsgemaSe Verfahren schneller, 
kostengtins tiger und leichter automatisierbar als die 
Sequenzierung . 
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In besonderen Ausf tihrungsf ormen des erf indungsgemafien 
Verfahrens wird die RNA mittels des Enzyms RNAase Tl 
fragmentiert und anschlie&end massenspektrometrisch 
analysiert. Ahnliche Verfahren zum Nachweis von 
Einzelnukleotidpolymorphimen (SNP) oder kurzen Tandem 
Wiederholungen (STR) sind bereits beschrieben (Krebs et 
al.: RNaseCut: a MALDI mass spectrometry-based method for 
SNP discovery. Nucleic Acids Res . 2003 Apr 1;31 (7) :e37. ; 
Seichter et al . : Rapid and accurate characterisation of 
short tandem repeats by MALDI -TOF analysis of 
endonuclease cleaved RNA transcripts. Nucleic Acids Res. 
2004 Jan 20; 32 (2) :E16. ; Hartmer et al.: RNase Tl mediated 
base-specific cleavage and MALDI-TOF MS for high- 
throughput comparative sequence analysis. Nucleic Acids 
Res. 2003 May 1; 31 (9) : e47) . Bei der SNP oder STR- Analyse 
erfolgt die Transkription und die Fragmentierung 
allerdings nur, urn eine massenspektrometrische Analyse 
der DNA zu erleichtem. Dabei ist die Anzahl der 
Enzymschittstellen gleichbleibend und die entstandenen 
kurzen RNA Fragmente unterscheiden sich nur aufgrund der 
Basehzusammensetzung. Dadurch konnen die 

Massenunterschiede der Fragmente sehr klein sein (ca. 1- 
'40 Da) bei SNPs . Ein RuckschluB von dem 
Fragmentierungsmuster auf die zu untersuchenden 
Positionen ist nach den bereits beschriebenen Verfahren 
nicht mSglich. Die Anwendung der bereits bekannten 
Methbdik auf -die Methyl ierungsanalyse ftihrt daher zu 
unerwarteten vorteilen, da hier die Anzahl der 
Enzymschnittstellen direkt mit der Methylierung der zu 
untersuchenden DNA korreliert. Aufgrund der besonderen 
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Beschreibung 

Bei der Erfindung handelt es sich um ein Verfahren zur 
Analyse von Cytosinmethylierungen in DNA, bei dem 
folgende Schritte durcbgef lihrt werden: 

10 

1) die zu untersuchende DNA wird so umgesetzt, dass 5- 
. Methylcytosin unverandert * bleibt, wShrend 

unmethyliertes Cytosin in Uracil Oder in eine 
andere Base umgewandelt wird, die sich im 
15 Basenpaarungsverhalten von Cytosin unterscheidet , 

2) in die DNA wird eine Promotorsequenz eingefuhrt, 

3) es wird RNA transkribiert , 

4) die RNA wird weiter analysiert . 

20 Im erst en Schritt des erf indungsgemaSen Verfahrens wird 
die zu untersuchende DNA mit einer Chemikalie oder mit 
einem Enzym so umgesetzt, dass 5 -Methyl cytosin 
unverandert bleibt, wahrend "unmethyliertes Cytosin in 
Uracil oder in eine andere Base umgewandelt wird, die 

25 sich im Basenpaarungsverhalten von Cytosin unterscheidet . 

Dabei kann die zu untersuchende DNA je nach 
diagnostischer oder wissenschaf tlicher Fragestellung aus 
unterschiedlichen Quellen stammen. Fttr diagnostische 
Fragestellungen dienen als Ausgangsmaterial bevorzugt 

30 Gewebepr oben , aber auch Kftrperf lussigkeiten, insbesondere 
Serum. Moglich ist auch, die DNA aus Sputum, Stuhl, Urin 
oder Gehirn-Rtickenmarks-Flussigkeit zu verwenden. 
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Vorzugsweise wird die DNA zun^chst aus der biolocfischen 
Probe isoliert. Die DNA-Extraktion erfolgt nach 
Standardmethoden, aus Blut etwa unter Verwendung des 
Qiagen UltraSens DNA Extraktions-Kits . Die isolierte DNA 
kann dann z.B. durch Umsatz mit Restriktionsenzymen 
fragmentiert werden. Die Reaktionsbedingungen und die in 
Frage kommenden Enzyme sind dem Fachmarm bekannt und 
ergeben sich etwa aus den von den Herstellern 
mitgelieferten Protokollen. Anschliefcend wird die DNA 
chemisch oder enzymatisch umgewandelt. Bevorzugt erfolgt 
einen chemische Umsetzung mittels Bisulfit. Die 
Bisulfitumwandlung ist dem Fachmann in unterschiedlichen 
Variationen bekannt (siehe etwa: Frommer et al . : A 
genomic sequencing protocol tbat yields a positive 
display of 5-methylcytosine residues in individual DNA 
strands. Proc Natl Acad Sci U, S A. 1992 Mar 1;89 (5) :1827- 
31; Olek, A modified and improved method for bisulphite 
based cytosine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 
1996 Dec 15 ; 24 (24 ) : 5064-6 . ; DE 100 29 915; DE 100 29 
915). Besonders bevorzugt erfolgt die Bisulfitumwandlung 
in Gegenwart von denaturierenden LQsemitteln, etwa 
Dioxan, und eines Radikalf angers (vgl . : DE 100 29 915). 
in einer anderen bevorzugt en Aus fuhrungs form wird die DNA 
nicht chemisch, sondern enzymatisch umgewandel t . Dies ist 
etwa durch Einsatz von Cytidin-Deaminasen denkbar, die 
unmethylierte Cyidine schneller umsetzen als methylierte 
Cytidine. Ein entsprechendes Enzym ist kiirzlich 
identifiziert worden (Bransteitter et al . : Activation- 
induced cytidine deaminase deaminates deoxycytidine on 
single- stranded DNA but requires the action of RNase. 
Proc Natl Acad Sci USA. 2003 Apr 1; 100 (7) : 4102-7 ) . 
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Im zweiten Schritt des erf indungsgemaSen Verfahrens wird 
in die vorbehandelte DNA ein Promotor eingefuhrt, der 
eine Umwandlung der zu untersuchenden DNA in RNA 
ettnoglicht. Dem Fachmam sind hierzu unterschiedliche 
Verfahren bekannt. In einer bevorzugten Ausftihrungsf orm 
der Erfindung wird eine PCR durchgef tthrt , bei der einer 
der Primer eine Promo torsequenz tr£gt . In einer anderen 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm wird das NASBA-Verf ahren oder 
ein anderes auf Transkription basierendes 

Amplif ikationsverf ahren benutzt, bei dem ausgehend von 
DNA RNA-Amplif ikate hergestellt werden konnen (vgl.: 
Deiman et al. : Characteristics and applications of 
nucleic acid sequence -based amplification (NASBA) Mol 
Biotechnol. 2002 Feb; 20 (2 ): 163-79 ) . Es ist aber auch 
denkbar, andere Amplif ikationsverfahren, etwa das Rolling 
Circle-Verf ahren, zu benutzen, Bevorzugt erfolgt die 
Amplif ikation methylierungsunspezif isch. Es ist jedoch 
auch moglich, einen groSeren Sequenzbereich 

methyl ierungsspezif isch zu amplif izier en und bestimmte 
Cytosinpositionen innerhalb dieser Sequenz mit Hilfe des 
erf ihdungs'gemafeen Verfahrens zu analysisieren. Die 
Kombination von methylierungsspezi f is cher Ampli f ikation 
und RNA Transkription ermOglicht es aus einer Mischung 
verschiedener DNAs zunachst die in der 

Primerbindungssecjuenz methylierte Subpopulation zu 
vermehren und diese genauer auf ihre Methylierung hin zu 
untersuchen. Dadurch kdnnen spezielle Methylierungsmuster 
genauer untersucht werden, etwa bei der Untersuchung von 
Sequenzen die . an ihrem 5 1 -Ende methyliert und am 3 ' -Ende 
unmethyliert vorliegen. Diese Secjuenzen sind besonders 
interessant fur die Ausbreitung der DNA-Methylierung. 
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Weiterhin ist es denkbar, die Promotorsequenzen 
unabhangig von einer Amplification an die DNA zu ligieren. 
Dies ist etwa m5glich, wenn die Bisulfit-DNA in einen 
Vektor kloniert wird, der bereits einen Promotor tragt. 
Eine Ligation ohne vorherige Amplif ikation hat den den 
vorteil, dass die Menge an RNA, die spater durch die 
Transkription erzeugt wird, in einer linearen 
Abhangigkeit zu der eingesetzten DNA steht. Die PCR- 
basierten Verfahren fuhren dagegen zu einer 
exponentiellen Amplif ikation, was eine Quantif izierung 
erschweren k6nnte. 

Als Promotoren werdeii bevorzugt T7-, T3- oder SP6- 
Seguenzen eingesetzt. Es k5nnen aber auch andere RNA- 
Polymerase-Promotoren verwendet werden. Die 

Promo torseguenzen sind dent Fachmann bekannt. 

im dritten Schritt des erf indungsgema&en Verfahrens 
erfolgt die Transkription. Die hierzu erf or der lichen KNA- 
Polymerasen richten sich nach den eingebauten 
Promo torseguenzen. Die Transkriptionsbedingungen sind von 
der eingesetzten Polymerase abhangig. Einzelheiten sind 
dem Fachmann bekannt. 

±m vierten Schritt des erf indungsgemaSen verfahrens 
werden die Transkripte analysiert. Aus den Ergebnissen 
kann dann auf den ursprttnglichen Methylierungsstatus der 
nntersuchten DNA geschlossen werden. Die Analyse der 
Transkripte kann iiber eine Vielzahl von bekannt en 
molekularbiologischen Verfahren geschehen, etwa uber 
Hybridisierung oder Seguenzierung. In einer bevorzugten 
Aus fubrungs form erfolgt die Detektion uber eine 
Hybridisierung an einen Mikroarray. Ein Mikroarray- 
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basierter Nachweis kann mit Transkripten einfacher sein 
als mit DNA, . da die RNA bereits in einzels trSngiger Form 
vorliegt und daher vor der Hybridi si erring nicht mehr 
denaturiert werden mufi. Dabei sind dem Fachmann MaSnahmen 
5 bekannt, die einen Abbau der RNA verhindern. Fur die 
Hybridisierung an einen Array wird die RNA zuvor mit 
einer Markierung, bevorzugt einer Fluor es z enzmarkierung , 
versehen. Dies kann etwa mit Hilfe eines 
Transkriptionskits erfolgen, bei dem AminoAllyl 

10 markierten Nucleotiden in die RNA eingebaut werden (Amino 
Ally! MessageAmp™ Kit; Ambion, USA) . Die AminoAllyl 
Nukleotide werden von den RNA- Polymer as en mit nahezu 
gleicher Effizienz wie natiirliche Nukleotide verwendet. 
Nach der Transkription wird an die modif izierten 

15 Nukleotide ein Farbstoff gekoppelt. Weitere Verfahren zur 
Markierung von RNA gehoren zum Stand der Technik (vgl. 
etwa : Monnot et al . : Labeling during cleavage (LDC) , a 
new labeling approach for RNA. Nucleosides Nucleotides 
Nucleic Acids. 2001 Apr-Jul; 20 (4-7) : 1177-9 . Proudniko and 

2 0 Mirzabekov: Chemical methods of DNA and RNA fluorescent 

labeling. Nucleic Acids Res. 1996 Nov 15; 24 (22) :4535-42) . 

In einer anderen bevorzugten Aus fuhrungs form des 
erf indungsgemaSen Verfahrens erfolgt die Analyse der RNA 
25 liber massenspektrometrische Verfahren, etwa liber 
Elektrospray oder PSD-Massenspektrometrie (vgl.: Little 
et al.: Verification of 50- to 100-mer DNA and RNA 
sequences with high-resolution mass spectrometry. Proc 
Natl Acad Sci USA. 1995 Mar • 14; 92 (6) :2318-22) . Die 

3 0 Verw'endung von RNA statt DNA hat hier den Vorteil, dass 

die RNA w&hrend der massenspektrometrischen Analyse 
stabiler ist und liber bessere Flugeigenschaf ten verfttgt 
als .DNA. in einer weiteren bevorzugten Aus ftihrungs form 
des erf indungsgema£en Verfahrens erfolgt eine Analyse der 
3 5 RNA liber ein RNA-Protect ion-Assay . Einzelheiten sind dem 
Fachmann bekannt. Es sind weitere Analysemethoden 
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denkbar, die die Einzelstrangigkeit der RNA oder ihre 
besonderen cliemischen oder physical ischen Eigenschaf ten 
ausnutzen und daher vorteilhaf ter sind als ein direkter 
Nachweis der DNA. Die Verwendung dieser Methoden ist 
ebenfalls Teil dieser Erfindung. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung wird 
die RNA vor der Analyse . chemisch oder enzymatisch 
fragmentiert. So . kann insbesondere die 

massenspektrometrische Analyse erleichtert werden (vgl.: 
Krebs et al. 2003, a.a.o.; Seichter et al . 2004, a.a.o.; 
Hartiaer et al . 2003, a.a.o.). 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm des 
erfindungsgemaSen Verfahrens wird die RNA vor der Analyse 
in Abhangigkeit von dem Methyl ierungsstatus der DNA 
fragmentiert. Aus dem Fragment ierungsmus ter kann dann auf 
das Me thyl ierungsmus ter gescblossen werden. Grundlage ftlr 
die Moglichkeit einer methylierungsabhangigen 

Fragmentierung ist die Bisulf it-Umwandlung (bzw. eine 
analoge chemische oder enzymatischen Umwandlung) in 
Kombination mit einer Amplif ikation. Hierdurcb ist es 
moglich, Nukleinsauren zu generieren, die Cytosine oder 
Guanine exakt nur an den Stellen tragen, an den en sich in 
der ursprtinglichen DNA ein Methylcytosin befand. Die 
Nukleinsauren werden dann spezifisch an den C- bzw. G- 
Positionen geschnitten. Es ergeben sich dann fiir den 
ursprtlnglichen Methylierungszustand spezifische 

Fragmentierungsmuster, die tiber unterschiedliche Methoden 
analysiert werden konnen. 
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, Bei der Bisulf itumwandlung werden zunSchst alle Cytosine 
in .Uracil iiberfuhrt, wShrend methyl ierte Cytosine 
unverandert bleiben. Es entstehen so zwei DNA-Strange, 
die nicht mehr zueinander komplementar sind. Nach einer 
Amplif ikation allerdings gibt es wieder zwei 
komplementar e DNA-Str&nge . Einer der Strange enthalt nur 
an cien Stellen Cytosine, an denen sich in ursprunglichen 
DNA Methyl cytosine befanden. Dieser Strang wird im 
folgenden als G-reich bezeichnet, da er an Cytosinen 
vergleichsweise arm ist* Wurde in diesen G-reichen Strang 
eine ■' Promotorsequenz eingef tihrt, so kann ein 
komplementar es - nun C-reiches - RNA Molekul 
transkribiert werden. In diesem C-reichen Molektil sind 
nur an den Stellen Guanine vertreten, an denen sich in 
der ursprunglichen DNA Methyl cytosine befanden. Die 
Guanine bilden in diesem RNA Transkript also exakt den 
Me thylierungs status der Ursprungs -DNA ab. Entsprechend 
kann ein RNA-Molekul generiert werden, bei dem alle 
Cytosine ein Methylcytosin widerspiegeln. Die Guanin- 
oder Cytosinpositionen kdnnen dann spezifsch geschnitten 
werden. Hierzu sind sowohl enzymatische wie auch 
chemische Verfahren • denkbar. Zur spezifischen 
enzymatischen Spaltung an G-Positionen wird besonders 
bevorzugt das Enzym RNAse Tl eingesetzt (vgl.: Hartmer 
et al . 2003, a.a.o.; Krebs et al. 2003, a.a.o.). Das 
Enzym ist von verschiedenen Herstellern kommerziell 
verfugbar (z.B. Roche Diagnostics Mannheim, Deutschland) . 
Eine spezifische Spaltung von RNA an C-Positionen ist 
etwa mittels der RNAse- A m6glich, sofern in der 
Transkription chemisch modifizierte Uracil-Ribonukleotide 
eingiesetzt werden (vgl.: Krebs et al.2003, a.a.o.). Eine 
spezifische chemische Spaltung an C- oder G-Positionen 
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ist mit Hilfe unterschiedlicher Reagenzien moglich (vgl.: 
Peattie: Direct chemical method for sequencing RNA. Proc 
Natl Acad Sci U. S A. 1979 Apr;76 (4) : 1760-49) ; Krebs et 
al . 2003 , a.a'.o. ) . 

Durch die Spaltungen ergeben sich spezifische 
Fragmentierungsmuster, die der Srtlichen Verteilung der 
Methyl cytosine auf der ursprunglich zu untersuchenden DNA 
entsprechen. Jedes entstehende Fragment stellt dabei den 
Bereich zwischen zwei methylierten Cytosinen in" der 
Ursprungs-DNA dar. Die Anzahl der entstehenden Fragmente 
korreliert direkt mit der Anzahl der methylierten 
Cytosine. Ober eine geeignete Analyse der entstandenen 
Fragmente kann nun der Methylierungsstatus aller in dem 
DNA-Amplifikat enthaltenen Cytosine festgestellt werden 
(vgl. Abb 1).. Hierfur stehen unterschiedliche Verfahren 
zur Verfiigung. In einer bevorzugten Aus f uhrungs f orm 
werden massenspektrometrische Verfahren, insbesondere 
MALDI-TOF, eingesetzt. Ober die genaue Masse der 
Fragmente und die Kenntnis der Seguenz der Ursprungs-DNA 
kann so exakt bestimmt werden, welche zwei Cytosine - 
namlich die das Fragment eingrenzenden - methyliert 
waren. Einzelheiten zur MALDI-TOF Analyse sind dem 
Fachmann bekannt. Insbesondere sind in der US- 
Pa tent anmel dung US20030129589 eine Vielzahl von 
M&glichkeiten zur massenspektrometrischen Analyse 
angegeben, die in vielen Fallen entsprechend far das 
erf indungsgemaSe Verfahren anwendbar sind. In anderen 
bevorzugten Ausf uhrungs formen erfolgt die Analyse des 
Fragmentierungsmusters der RNA uber elektrophoretische 
oder chromatographische Methoden (z. B. 
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Kapillargelelektrophorese oder HPLC) . Diese Verfahren 
erm5glichen eine Quantif izierung der entstandenen RNA 
Fragmente durch Integration der Signalintensitaten (dem 
Fachmann ist dies bekannt) . Liegt die zu untersuchende 
DNA als ein Gemisch von verschieden methylierten Spezies 
vor, so kann liber diese Quantif izierung ein RtickschluS 
auf das vorliegende Mischungsverhaitnis dieser Spezi 
getroffen werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm des 
erf-indungsgemafeen Verfahrens werden neben dera Promotor 
zusatzlich Kontrollsequenzen in die DNA eingefuhrt, an 
Hand deren die Vollstaiidigkeit der Fragmentierung 
iiberpruft werden kann. Tragt etwa der G-reiche Primer die 
Kontrollseciuenz ^TCTTTTC* , so resultiert eine RNA mit der 
zus&tzlichen Sequenz "GAAAAGA" . Alle anderen Guanine in 
dieser RNA stammen aus methylierten Cytosinen in der 
ursprtinglichen DNA. Ober einen Nachweis der 
Kontrol Is equenz fragmente l££t sich die Vol 1 standi gkeit 
der Fragmentierungsreaktion kontrollieren (vgl. : 
Beispiele) . 

Besonders bevorzugt werden die oben beschriebenen 
Verfahren zur Diagnose oder Prognose von 
Krebserkrankungen oder anderen mit einer Veranderung des 
Methylierungsstatus assoziierten Krankheiten verwendet. 
Hierzu geh6ren u.a. CNS-Fehlfunktionen, 

Aggr es s i ons symp t ome oder Verhal t ens s t orungen ; kl ini s che , 
psychologische und soziale Konseguenzen von 
Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und 

PersonlichkeitsstGrungen; Demenz und/oder assoziierte 
Syndrome; kardiovaskul&re Krankheit, Fehlfunktion und 
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Schadigung; Fehlf unktion, Schadigung oder Krankheit des 
gastrointestinalen Traktes; Fehlf unktion, Schadigung oder 
Krankheit des Atmungs sys terns ; Verletzung, Entzundung, 
infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; 

Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Korpers als 
Abweichung im Entwicklungsprozess ; Fehlfunktion, 
Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des 
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische 
Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopf schmerzen 
oder. sexuelle Fehlfunktion. Das erf indungsgemaSe 
Verfahren eignet sich auSerdem zur Vorhersage von 
unerwunschten Arzneimittelwirkungen und zur 

Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben oder zur 
Untersuchung der der Zelldif f erenzierung. 



SchlieSlich ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
auch ein Kit, der aus einer Bisulfitreagenz, Primern und 
einem Enzym, das rna nukleotidspezif isch schneidet, 
besteht und optional eine Polymerase und weiteren fur 
eine Amplif ikation erf orderlichen Reagenzien enthait. 

Beispiel 1 : Untersuchung des Promotorbereichs des humanen 
Adenomatosis Polyposis Coli (APC) Gens 

Der Methyl ierungs status des Promotorbereichs des humanen 
Adenomatosis Polyposis Coli (APC) Gens (NM_000038 .2) 
sollte untersucht werden. verwendet wurde hierbei eine 
DNA, die durch ein Enzym, welches alle Cytosine im CpG- 
Kontext methyliert, kunstlich methyliert wurde (Sssl 
Methyltransf erase) . Nach einer Bisulf itbehandlung der DNA 
wurde ein Bereich des Pr'omotors mittels einer PCR 
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amplif iziert . Fur die PGR wurden folgende Bedingungen 
gewahlt: 1U (0,2 /xl) HotStarTaq; Polymerase (Qiagen) , 0,2 
ixl dNTP-Mix (je 25 mmol/1 dATP, dGTP, dCTP und dTTP, 
Fermentas), 2,5 jxl 10-fach PCR-Puffer (Qiagen), 2 fxl 
Primermix (je 6,25 /zmol/1, MWG Biotech AG), 1 /il partiell 
desaminierte DNA (10 ng) , 19,1 fil Wasser, 
Tempera turprogramm: 10 min 95° und anschlie£end 40 Zyklen 
mit 30 s 95°C, 45 S 55°C und 1:30 min 72 °C. Ftir diese 
Amplif ikation wurden folgende beiden Primer verwandt: 
TCTTTTCG GTTAGGGTTAGGTAGGTTGT (G-reich) (Seq; ID1) und 
GTAATACGACTCACTATAGGGAGA CTACACCAATACAACCACATATC (C-reich.) 
(Seq. ID 2). Der unterstrichene Teil des C-reichen Primers 
stellt dabei den Promo tor fur die T7- Polymerase dar. In 
dem G-reichen Primer 1st noch eine zus&tzliche Seguenz 
enthalten (unterstrichen) , die nach der Transkription des 
PCR-Produktes in ein RNA-Mol ekul am 3'-Ende dieses 
Produktes revers komplementar lokalisiert ist und damit 
nacli. der Abspaltung durch die RNase Tl ein Signal ergibt, 
welches die Vollstandigkeit der Transkription anzeigt. 
Diese Sequenz stellt damit ein Kontroll fragment nach der 
Endonukleasebehandlung dar, welches unabhangig vom 
Methylierungsstatus immer entsteht. Fiir die Transkription 
des PCR-Produktes wurden folgende Bedingungen gew&hlt: 10 
/il PCR-Produkt , 5 /xl 5-fach T7 RNA- Polymerase Puffer 
(Fermentas) , 1 /il T7 Polymerase (20 U//zl, Fermentas) , 0,5 
ixl NTP-Mix (Fermentas, je 25 mmol/1) , 8,5 ftl Wasser. Die 
Inkubation erfolgte 1,5 h bei 37°C. AnschlieiSend erfolgte 
der RNase Verdau durch Zugabe von 2,5 /il EJtfase Tl (10 
U//il, Fermentas) bei einer 45-miniitigen Inkubation bei 37 
°C. Dieser Reaktionsansatz wurde dann mit ca. 20 mg 
„ clean r es ins * der Firma Sequenoin inkubiert, um die Na+- 
und K+-Ionenkonzentration der LSsung zur verringern. 
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Schliefclich wurden 0,5 fil des Mixes mit 0,5 111 3- 
Hydrpxypikol ins Sure vermis cht und mit einem Bruker Reflex 
2 MALDI-TOF Massenspektrometer im negative Ionen Modus 
untersucht. Dabei wurde der Reflektor -Modus verwendet. 
5 Die Transkription des PCR-Produktes ergibt ein Produkt 
folgender Sequenz (Seq ID 3): 

GGGAGACUACACCAAUAC^CCAC^UAUCGAUCACGUACGCCCACACCCAACCAAUC 
GACGAACUCC CG AC G AAAAU AAAAAAC GCCCUAAUCCGC AUCC AACGAAUUAC AC AA 
CUACUUCUCUCUCCGCUUCCCGACCCGC ACUCCGCAAUAAAACACAAAACCCCGCCC 

10 AACCGCACAACCUACCUAACCCUAACCGAAAAGA. Die " GGGAG " Sequenz 
zu Beginn dieses Molektils stellt bierbei den verwendeten 
Promotors der T7 Polymerase dar, welcher teilweise mit 
transkribiert wurde. Die Sequenz n GAAAAGA " am Ende des 
RjtfA-Molekuls resultiert aus der dem G-reicben Primer 

15 zusatzlich angehangten Kontroll sequenz . Alle anderen 
Guanine in diesem Molektil resultierten aus methylierten 
Cytosinen in der ursprunglichen DNA. Ware diese DNA an 
diesen Stellen nicht methyliert gewesen, war en Adenine 
ans telle der Guanine zu finden. Die RNase Tl spaltet nun 

20 die RNA hinter dem Guanin und ftthrt zu einem 
Fragment ierungsmuster , welches den Methylierungsstatus 
der ursprunglichen DNA widerspiegelt . Die entstehenden 
Fragmente sind mit ihren entsprechenden m/ z -Wert en in 
Tabelle 1 auf gef uhrt > 

25 



Fragment-Kr . 


Sequenz 


m/z 


1 


Gp 


345 


2 


Gp 


345 
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Fragment-Nr . 


Sequenz 


m/z . 


3 


Gp 


345 


4 


AGp 


674 


5 


ACUACACCAAUACAACCACAUAUCGp 


7938 


6 


AUCACGp 


1920 


7 


UACGp 


1286 


8 


CCCACACCCAACCAAUCGp 


5678 


9 


ACGp 


980 


10 . 


AACUCCCGp 


2531 


11 | 


ACGp 


980 [ 


12 • : 


AAAAUAAAAAACGp 


4249 


13 


CCCUAAUCCGp 


3142 


14 


CAUCCAACGp 


2860 


15 


AAXKJACACAACUACUUCUCUCUCCGp 


7846 


16 


CUUCCCGp 


2178 



17 



ACCCGp 



1590 
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Fragment -Nr . 


Sequenz 


ra/z 


18 


CACUCCGp 


2201 


19 


CAAUAAAACACAAAACCCCGp 


6409 


20 


CCCAACCGp 


2530 


21 


C AC AACCUAC C U AAC C C UAAL u<jp 


7P54 


22 


AAAAGp 


1662 


23 


A 


267 



Tabelle 1: Fragmente und ilire m/z-Werte der RNA nach 
einem Verdau des APC-198 Transkripts mit KNase Tl. 



in Abbildung 2 sind die mittels Maldi-TOF 
5 Massenspektrometrie detektierten Fragmente gezeigt, die 
aus dem KNase Tl Verdau des Transkriptes resultierten. 
Dort- ist zu erkennen, dass fast alle Fragmente 
nachgewiesen werden konnten, die nach Tabelle 1 
cbarakteristiscli fur die vollst&ndig methylierte DNA 

10 sind, Lediglich. Fragmente kleiner als m/z 980 konnten 
nich't detektiert werden, da in diesem Bereich die far die 
Maldi-TOF Analyse verwendete Matrix ein zu grofces 
Hintergrundsignal erzeugt. Mittels dieses Spektrums 
konnte nun eindeutig bewiesen werden, dass die 

15 ursprXingliche DNA an alien Cytosinen im CpG Kontext 
methyl iert war. 



Bpigenonucs AO; Verfohren zur Analyse von Cytosinnethyliorungen - 23.3.2004 

20 

Beispiel 2 : Untersuchung des Methyl ierungszustands des 
CDH13 Gens 

Der Methyl ierungszustand des CDH13-Gens sollte untersucht 
werden. Dazu wurden Sssl-methylierte DNA, unmethylierte 
Phi -DNA. und ein geklontes methyliertes PCR-Amplif ikat 
untersucht. Zur Kontrolle wurde eine Sequenzierung 
durchgef uhrt . Das erfindungsgema^e . Verfahren. wurde wie 
oben beschrieben angewendet. Als Primer wurden folgende 
Sequenzen benu t z t : TCTTTTTCT TTGTATTAGGTTGGAAGTGGT (Seq 
ID4); GTAATACGACTC ACTAT AGGG AG C C C AAATAAATC AAC AAC AACA {Seq 
IDS) ♦ Die Trans kript ion der Amplifikate ergab folgende 
Produkte: Methylierte DNA-: 

GGGAGCCCAAAUAAAUCAACAACAACAUCACGAAAACAUUAAAUAAAAACUAAUAAC 

CAAAACCAAUAACUUUACAAAACGAAUUCCUUCCUAACGCUCCCUCGUUUUACAU 

CAAAUACGAAAUAAACACCUCGCGAAAAACGAACCCCGCGAAAAUAACAUCCCAUUU 

ACUUCUUUAAACUAUUAAAACUCAACCUCACAAAUCACGCUAAACAAUACCi^ 

UUCCACUUUUCCAAAAAAUAAAAUUACACGAAAAACUAACGACCACUUCCAACCU 

UACAAAGAAAAAGA (Seq ID 6) ; Methylierter Klon: 

GGGAGCCCAAAUAAAUCAACAACAACAUCACAAAAACAUUAAAUAAAAACUAAUAAC 

CAAAACAAUAACUUUACAAAACGAAUUCCUUCCUAACGCUCCCUCGUUUUACAU 

AAAUACGAAAUAAACACCUCGCGAAAAACGAACCCCGCGAAAAUAACAUCCCAUUUA 

CUUCUUUAAACUAUUAAAACUCAAC 

UCCACUUUUCCAGAAAAUAAAAUUACACGAAAAACUGACGACCACUUCCAACCUAAU 
ACAAAGAAAAAGA (Seq ID7 ) . Die entstehenden Fragmente sind 
mit ihren entsprechenden m/z-Werten in Tabelle 2 
aufgefuhrt . 

Abbildung 3 zeigt die mittels Maldi-TOF 

Massenspektrometrie detektierten Fragmente, die aus dem 
RNase Tl Verdau des Transkriptes resultierten. Dabei 
konnten bei der kOnstlich aufmethylierten DNA alle 
Fragmente nachgewiesen werden, die charakteristisch far 
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komplett methylierte DNA (Tabelle 2, Spalte 1 und 2) 
sind, lediglich Fragmeiite kleiner 980 (m/z) und grSSer 
15250 (m/z) konnten geratebedingt nicht nachgewiesen 
werden. In Tabelle 2 (Spalte 3 und 4) ist zuseitzlich die 
Fragment ierung der klonierten DNA gezeigt. Hierbei sind 
die im folgenden beschriebenen Unterschiede zu der 
kunstlich aufmethylierten DNA sichtbar. Das 8619,3 (m/z) 
Fragment ist nicht mehr detektierbar . Dies liegt darin 
begrtodet, dass das Cytosin, welches im methylierten 
Zustand der zu untersuchenden DNA zu der Bildung des 
8619,3 (m/z) und des 15723,7 (m/z) Fragmentes fiihren 
wdrde, of fensichtlich nicht methyliert war. Dadurch 
entsteht ein 24021,8 (m/z) Fragment, welches dem 
Zusammenschluss dieser beiden Fragmente entspricht. 
Dieses Fragment konnte aber aufgrund seiner GrS£e 
ger&tebedingt nicht detektiert werden. Bei der klonierten 
DNA sind. mit dem 10103,1 (m/z) und dem 5166,2 (m/z) 
Fragment noch zwei Fragmente detektierbar, die zunachst 
nicht erwartet wurden . Ihre Entstehung resultiert aus 
einer - wahrend der Bisulf itbehandlung der DNA - nicht 
stattgefundenen Umwandlung eines Cytokines ausserhalb des 
CpG Kontextes. Dadurch hatte das erwartet 15253,3 (m/z) 
Fragment eine zusatzliche Schnittstelle, welche eben 
diese beiden Fragmente bedingt . Die gleiche Ursache hat 
auch das Vorhandensein des 2 602,6 (m/z) Fragmentes bei 
der klonierten DNA ans telle des zu erwartenden 3566,2 
(m/z) Fragmentes. Auch hier war wieder ein Cytosin 
ausserhalb des CpG Kontextes nicht bei der 
Bisulf itbehandlung desaminiert worden und resultierte in 
einer Spaltung des 3566,2 (m/z) Fragmentes in ein 2602,6 
(m/z) und ein 979,6 (m/z) (nicht detektierbar) Fragment. 
In Abbildung 3 ist zusatzlich noch das Spektrum der 
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unmethylierten DNA gezeigt. Wie zu erwarten r treten hier 
neben dem 1991,3 (m/z) Fragment keine weiteren 
detektierbaren Fragmente auf, da das RNA Transkript der 
unmethylierten, bisulf itierten DNA keine . weiteren 
5 Schnittstellen aufweist als die der bereits beschriebenen 
Kontrollsequenz am Ende des Transkriptes . All diese 
Interpretationen konnten durch eine Sequenzierung 
bestatigt werden (Daten nicht gezeigt) . 





Seqraenz des RNA- Fragments 




m/z 


Me t ny 1 xerte DNA 


Klon 


m/z 


8619.3 


CCCAAAUAAAUCAAC 
AACAACAUCACGp 


CCCAAAUAAAUCAACAACA 
ACAUCACAAAAACAUUAAA 
U AAAAACU AAUAAC C AAAA 
CAAUAACUUUACAAAACGp 


24021.8 


15723 .7 


AAAACAUUAAAUAAA 
AACUAAUAACCAAAA 
CCAAUAACUUUACAA 
AACGp 


4718.8 


AAUUCCUUCCUAACG 
P 


AAUUCCUUCCUAACGp 


4718 .8 


2483.5 


CUCCCUCGp 


CUCCCUCGp 


2483.5 


5731.4 


UUUUACAUAACAAAO 
ACGp 


UUUUACAUAACAAAUACGp 


5731.4 


4482.7 


AAAUAAACACCUCGp 


AAAUAAACACCUCGp 


4482.7 


650.4 


CGp 


CGp 


650.4 


2296.4 


AAAAACGp 


AAAAACGp ! 


2296.4 



> 
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Sequenz des RNA- Fragments 




2224.3 


AACCCCGp 


AACCCCGp 


2224.3 


650.4 


CGp 


CGp 


650.4 


17722.7 


AAAAUAACAUCCCAU 
UUACUUCUUUAAACU 
AUUAAAACUCAACCU 
CACAAAUCACGp 


AAAAUAACAUCCCAUUUAC 
UUCUUUAAACUAUUAAAAC 
UCAACCUCACAAAUCACLjp 


17722.7 


15253-3 


CUAAACAAUACCAAC 
UAAUUCCACUUUUCC 
AAAAAAUAAAAUUAC ' 
ACGp 


CUAAACAAUACCAACUAAU 
UCCACUUUUCCAGp 


10103.1 


AAAAUAAAAUUACACGp 


5166.2 


3566.2 


AAAAACUAACGp 


AAAAACUGp 


2602.6 


ACGp 


979.6 


7303.4 


ACCACXKJCCAACCUA 
AUACAAAGp 


ACCACUUCCAACCUAAUAC 
AAAGp 


7303 .4 


1991.3 


AAAAAGp 


AAAAAGp 


1991.3 



Tabelle 2i Fragmente und ihre m/z-Werte der RNA nach 
einem Verdau des CDH13 Transkripts mit KNase Tl. 



Beispiel 3: ^Combination aus allelspezif ischer 
Amplification und Tl RNAse-Charakterisierung 
Es sollten Sequenzen aus dem Homo sapiens v-erb-b2 
erythroblastic leukemia viral oncogene bomolog 2 Gen 
(PubMed Referenznummer: NM_0 04448) untersucht werden. 
Dazu wurde DNA durcli eine f/ molecular displacement 
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amplification* hergestellt . Da in der Amplif ikation nur 
Cytosin, nicht aber. Methylcytosin eingebaut wird, ist 
diese DNA arm an 5 -Methylcytosin. Ein Teil dieser DNA 
wurde anschliefiend mittels der Sssl-Methylase behandelt. 
5 So entsteht eine vollst&ndig methylierte DNA. 
AnschlieEend . wurde die DNA bisulfitiert und mit einer 
Polymerase Kettenreaktion sequenzspezif isch 

vervielf&ltigt. Dabei kamen Primer zum Einsatz, die in 
ihrer Sequenz Nukleotide enthielten, die nur in einera 

10 Bisulfit-Strang aus ursprtinglich methylierter DNA 
vorkommen. Diese Primer amplif izierten daher nur 
bisulf itierte methylierte DNA. Folgende Primer wurden 
einges et z t : TCTTTTTCATATACGTGTGGGTATAAAATC ( Seq ID 8 ) ; 
GTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAaaTCAaaCAaCAACGA " (Seq ID 9) . 

15 Diese Primer wurden in einer Endkonzentration von je 0.25 
/imol/1 mit lxfach QiagenHotStar Puffer, 0,2 mmol/1 dNTP 
(jedes dNTP), 0,04 U/^l HotStarTaq von Qiagen in 25 \x± 
mit je 10 ng DNA Templat vermischt und PCR prozessiert. 
Dazu wurde folgendes PCR Programm verwendet : 95°C, 15 

20 min; 95°C, 1 min; 55°C, 45 s; 72°C, 1:30 min; 72°C, 10 
min; 41 Wiederholungen. Diese PCR Produkte wurden auf 
einem Agarose Gel analysiert (siehe Abbildung 3). Nach 
der .PCR Reaktion wurden 10 /xl des PCR Mixes mit 15 jul 
Trans kriptions -Mix vermengt. Dieser Mix war so geartet, 

25 dass folgende Endkonzentrationen in einer 25 /xl Reaktion 
verwendet wurden; lx MBI Fermentas T7-Puffer, 0.8 U//xl 
T7-RNA- Polymerase, 0,5 mmol/1 NTPs (jedes). Diese 
Mischung wurde 1 .h bei 37° inkubiert und dann wurde 1 fil 
Tl RNAse [50U/Ail] hinzu gegeben. Nach der Zugabe wurde 

30 erneut lh bei 37° inkubiert. AnschlieSend wurde der 
Raktionsansatz wie oben beschrieben mas senspektrometr isch 
untersucht. Ein so erzeugtes Spektrum ist in Abbildung 4 
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dargestellt. Tabelle 3 zeigt die bei vollstandiger 
Methylierung erwarteten und die bei der Messung 
detektierten Mas'sen. Es wurden alle ftir den Fall der 
vollstandigen Methylierung theoretisch vorhergesagten 
Massen, die gr6Ser als 1000 Da waren, detektiert. Die 
untersuchte Seguenz war komplett methyliert. Dies war 
nach der Behandlung mit SssI Methylase zu erwarten. Die 
Masse 1991,2 Da.AAAAAGp, welche aus dem 5'-Scnwanz des G- 
reichen Primers resultierte zeigte die vollstandige 
Transkription des PCR-Produktes . 





Masse 


Secjuenz 


n.d. 


345.209 


Gp 


n.d 


345.209 


Gp 


n. d 


345.209 


GP 


n.d. 


674.418 


AGp 


7 


6127.806 


C AAAAAUC AAAC AAC AAC Gp 


4 


5071 .058 


ACUUACUUCCAAAACGp 


n.d 


979.602 


ACGp 


8 


12362.446 


UCAAAACUUCUCUAAACACAUUACUAAAAUAACAUUUCGp 


5 


5354.188 


UAUCUAAACCUUCUACGp 


2 


3495.119 


CAUACACUACGp 


n.d. 


650.393 


CGp 


6 


5425.277 


ACUACAUAAAAUUUACGp 


3 


5048 . 019 


AUUUUAUACCCACACGp 


n.d. 


1922 .134 


UAUAUGp 


1 


1991.254 


AAAAAGp 
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n. d. 



267.244 



Tabelle 3: Fragmente und ihre m/z~Werte der RNA aus 
Beispiel 3 nach einem Verdau mit RNase Tl. 

> 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

5 

Abbildung 1 zeigt schematisch das Prinzip des 
erf indungsgenia£en Verf ahrens . In die chemisch 
umgewandelte DNA wird ein Promotor eingeftihrt, aus dem 
heraus eine C-reiche RNA trans kribiert wird. Durch einen 
10 Tl -RNase -Verdau entsteht ein methylierungsspezif isches 
Fragmentierungsmuster . * 

Abbildung* 2 zeigt das MALDI-TOF. Massenspektrum des mit 
RNase Tl verdauten Transkriptes des ktinstlich. 
15 methyl ier ten APC-Genes (Bsp.l). Die Nummerierung der 
Peaks entspricht der aus Tabelle 1. 

Abbildung 3 zeigt das MALDI-TOF Massenspektrum Beispiels 
2. 

20 

Abbildung 4 zeigt das Agarosegel des Beispiels 3 . 
Dargestellt ist die Amplif ikation von bisulf itierter DNA 
von methylierter und unmethylierter DNA mittels 
methylierungsspezif ischen T7-Domanen-Primern. Die Primer 
25 sind so gewahlt, dass sie auf genomischer DNA und auf 
bisulf itierter DNA von unmethylierter DNA kein Produkt ' 
bilden. SssI Methylase behandelte bisulf itierte DNA 
jedoch kann amplif iziert werden 



30 Abbildung 5 zeigt das MALDI-TOF Spektrum des Beispiels 3, 
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Paten tanspruche 

1. Verfahren zur Analyse von Cytosinmethyliervmgen, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

a) die zu untersuchende DNA so umgesetzt wird, dass 5- 
Methylcytosin unverandert . bleibt. wahrend 
unmethyliertes Cytosin in Uracil oder in eine andere 
Base umgewandelt wird, die sich im 

. Basenpaarungsverhalten von Cytosin unterscheidet , 

b) in die DNA eine Promo torsequenz eingefuhrt wird, 

c) RNA transkribiert wird, 

d) die RNA analysiert wird. 

2. verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass in Schritt b) die Promo torsequenz an die DNA 
ligiert wird. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1-2, dadurch 
gekennzeichnet, dass in Schritt b) eine PCR 
durchgefuhrt wird, bei dem einer der Primer eine 
Promotorsequenz trfigt . 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-2, dadurch 
gekennzeichnet, dass in Schritt b) ein NASBA- oder 
ein anderes auf Transkription basierendes 
Atnplifikationsverfahren eingesetzt wird. 

5. verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Promotoren T3-, T7- oder 
SP6-Promotoren verwendet werden. 



6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Analyse der RNA in Schritt 
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d) mittels einer Hybridisierung an einen 
Oligomerarray erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Analyse der RNA in Schritt 
d) massenspektrometrisch erfolgt 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1-7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die RNA vor der Analyse in 
Schritt d) chemisch oder enzymatisch fragmentiert 
wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Fragmentierung in Abh&ngigkeit von dem 
Methylierungsmuster der untersuchten DNA erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Fragmentierung \iber das Enzym RNAse Tl 
erfolgt. 

11. .Verfahren nach einem der Ansprtiche 9-10, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Analyse der Fragmente uber 
MALDI-TOF, ttber elektrophoretische oder iiber 
Chromatographische Verfahren erfolgt. 

12. Verfahren nach einem der Anspr\iche 9-11, dadurch 
gekennzeichnet, dass neben dem Promptor zusatzlicb 
Kontrollseqoienzen in die DNA eingefuhrt werden, an 
Hand derer die Vollstandigkeit der Fragmentierung 
uberpruft werden kann. 

13 . Verwendung der Verfahren nach den Anspruchen 1-12 zur 
Diagnose oder Prognose von Krebserkrankungen oder 
anderen mit einer Veranderung des Cytosin- 
Methylierungsstatus assoziierten Krankheiten, zur 
Vorhersage von unerwOnschten Arzneimittelwirkungen, 
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zur Festlegung einer spezif ischen 

Arzneimitteltherapie, zur tiberwachung des Erfolges 
einer Arzneimitteltherapie, zur Unterscneidung von 
Zelltypen oder Geweben und zur Untersuchung der 
Zelldifferenzierung. 

14. Ein Kit, der aus einer Bisulf itreagenz, Primem und 
einem Enzym, das RNA nukleotidspezif isch schneidet, 
besteht und optional eine Polymerase und weiteren fur 
eine Amplification erf orderlichen Reagenzien enthalt. 
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Zusammenfassung 
Beschrieben 1st ein Verfahren zur Analyse von 
Cytosinmethylierungen in DMA. Dabei wird die zu 
untersuchende DNA zunachst chemisch oder enzymatisch 
umgewandelt. Anschliefcend wird in die DNA ein Promotor 
eingefiihrt. Die DNA wird dann in RNA uberf uhrt . tiber 
unterschiedliche wege kann tiber eine Analyse der RNA auf 
das Methyl ierungsmuster der DNA geschlossen werden. 
Bevorzugt wird die RNA vor der Analyse chemisch oder 
enzymatisch f ragmentiert , wobei die Fragment ierung in 
Abhangigkeit von dem Methylierungsmuster der DNA erfolgt. 
Das erfindungsgemaSe Verfahren eignet sich insbesondere 
zur Diagnose und Prognose von Krebserkrankungen sowie 
anderer mit einer Veranderung des Methylierungsmusters 
assoziierten Krankheiten. 
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Sequence listing 
<110> Epigenomics AG 
<12 0> Verfahren zur Analyse von Cytosinmethylierungen 
<160> 9 

<210> 1 
*211> 28 . 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> chemically treated genomic DNA (Homo sapiens) 
<400> 1 

tcttttcggt tagggttagg taggttgt 

<210> 2 
<211> 47 . 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> chemically treated genomic DNA (Homo sapiens) 
<400> 2 

gtaatacgac tcactatagg gagactacac caatacaacc acatatc 

<210> 3 
<211> 205 
<212> RNA 

<213>- Artificial Sequence 

<220> ■ 
<223> RNA 

<400> 3 

gggagacuac accaauacaa ccacauaucg aucacguacg cccacaccca accaaucgac 
gaacucccga cgaaaauaaa aaacgcccua auccgcaucc aacgaauuac acaacuacuu 
cucucuccgc uucccgaccc gcacuccgca auaaaacaca aaaccccgcc caaccgcaca 
accuaccuaa cccuaaccga aaaga 

<210> 4 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> chemically treated genomic DNA (Homo sapiens) 
<400> 4 

tctttttctt tgtattaggt tggaagtggt 

<210> 5 
<211> 45 
<212> DNA • 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> chemically treated genomic DNA (Homo sapiens) 
<400> 5 

gtaatacgac tcactatagg gagcccaaat aaatcaacaa caaca 

<210> 6 
<211> 299 
<212> RNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> RNA 

<400> 6 

gggagcccaa auaaaucaac aacaacauca cgaaaacauu aaauaaaaac uaauaaccaa 
aaccaauaac uuuacaaaac gaauuccuuc cuaacgcucc cucguuuuac auaacaaaua 
cgaaauaaac accrucgcgaa aaacgaaccc cgcgaaaaua acaucccauu uacuucuuua 
aacuauuaaa acucaaccuc acaaaucacg cuaaacaaua ccaacuaauu ccacuuuucc 
aaaaaauaaa auuacacgaa aaacuaacga ccacuuccaa ccuaauacaa agaaaaaga 

<210> 7 
<211> 298 
<212> RNA . 

<213> Artificial Sequence 
<22 0> 

<223> RNA . 
<400> 7 

gggagcccaa auaaaucaac aacaacauca caaaaacauu aaauaaaaac uaauaaccaa 
aacaauaacu uuacaaaacg aauuccuucc uaacgcuccc ucguuuuaca uaacaaauac 
gaaauaaaca ccucgcgaaa aacgaacccc gcgaaaauaa caucccauuu acuucuuuaa 
acuauuaaaa cucaaccuca caaaucacgc uaaacaauac caacuaauuc cacuuuucca 
gaaaauaaaa uuacacgaaa aacugacgac cacuuccaac cuaauacaaa gaaaaaga 

<210> 8 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> chemically treated genomic DNA (Homo sapiens) 
<400> 8 

tctttttcat atacgtgtgg gtataaaatc 

<210> 9 
<211> 43 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> chemically treated genomic DNA (Homo sapiens) 
<400> 9 

gtaatacgac tcactatagg gagcaaaaat caaacaacaa cga 



